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© Verfahren zur Reinigung von IgG-monoklonalen Antikorpern sowie deren Verwendung. 

© Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung von IgG-monoklonalen Antikorpern durch 
Kombination dreier Chromatographie-Schritte, namlich an einem Anionenaustauscher, einem Kationenaustau- 
scher und an einer hydrophoben Phase mit einem spezifischen Sterilisations-Schritt. Dabei wird eine Antikorper- 
Losung mit einer Reinheit von mindestens 99,5% gewonnen, die somit in der Immuntherapie mtravenos 
anwendbar ist. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft das in den Anspruchen beschriebene Verfahren zur Reinigung von 
IgG-monoklonalen Antikorpern sowie deren Verwendung, insbesondere deren intravenose Anwendung in 
der Immuntherapie. 

Monoklonale Antikorper werden von Hybridomzellen produziert und zunehmend in den Bereichen 
5 Diagnostik und Analytik sowie als Therapeutikum eingesetzt. 

Die die Antikorper produzierenden Hybridomzellen werden ublicherweise in vivo als Ascites-Tumor oder 
in vitro in Nahrmedium vermehrt. 

Die auf diese Weise erhaltenen Antikorper-haltigen Losungen sind mit Bestandteilen der Ascitesflussig- 
keiten und der Kulturmedien kontaminiert. 
70 Speziell fur den therapeutischen Einsatz ist eine hohe Reinheit der monoklonalen Antikorper gefordert, 
so da/3 dem Reinigungsverfahren eine entscheidende Bedeutung zukommt. 

Bei der in vivo Vermehrung von Hybridomzellen ist die Menge der zu gewinnenden Ascitesflussigkeit 
limitiert, so da/3 nur begrenzte Mengen an monoklonalen Antikorpern gewonnen werden konnen. Ferner 
sind die monoklonalen Antikorper vor allem mit Proteinen und moglicherweise mit Viren des Wirtsorganis- 
75 mus verunreinigt, was intensive Reinigungsverfahren erfordert. 

Nahezu beliebige Mengen von monoklonalen Antikorpern lassen sich gewinnen, wenn die Vermehrung 
der Hybridomzellen in vitro in Kulturmedien vorgenommen wird. Ublicherweise enthalten die Kulturmedien 
heterologe Seren oder Fraktionen davon als Wachstumsfaktor, die beim Aufreinigungsproze/3 vollstandig 
wieder entfernt werden mussen. 
20 Fur die Anwendung von monoklonalen Antikorpern als Therapeutikum bestehen besondere Anforderun- 
gen bezuglich Reinheit, DNA-Gehalt, Virussicherheit und biologischer Funktion. 

Das Reinigungsverfahren fur die Antikorperpraparation mu/3 demnach gewahrleisten, dafi der DNA- 
Gehalt kleiner als 10 pg pro Dosis, die Reinheit grofier als 99% ist, das Verfahren moglicherweise 
vorhandene Viren urn mindestens 12 log 10 reduziert und die biologische Funktion erhalten bleibt. 
25 Chromatographische Methoden zur Reinigung von monoklonalen IgG- Antikorpern sind in der Literatur 
beschrieben. 

Eine Ubersicht uber die derzeit angewandten Methoden ist in Commercial Production of Monoclonal 
Antibodies, edited by Sally S. Seaver, Marcel Dekker, Inc., New York, Basel, 1987, gegeberi: 

In obengenannter Druckschrift und in der EP 0 310 719 wird ein Reinigungsverfahren fOr monoklonales 
30 IgG mit Affinitatsmedien auf der Basis von Protein-A beschrieben. Protein-A-Saulen weisen jedoch einige 
Nachteile auf, die insbesondere fur den Einsatz zur Reinigung von therapeutisch einsetzbaren monoklonalen 
Antikorpern ungeeignet sind. Das als Affinitatsgruppe eingesetzte bakterielle Staphylokokken-Protein-A wird 
beim Betrieb der Saule losgelost und kontaminiert die zu infundierende monoklonale Antikorper-Losung. 

Dies ist insofern problematisch, da die zu reinigenden Kulturuberstande mit proteolytischen Enzymen 
35 verunreinigt sind, die diese Liganden spalten oder vom Trager loslosen. 

Die Elution des gebundenen monoklonalen Antikorpers von der Affinitatssaule erfolgt bei niedrigen pH- 
Werten. Unter diesen Bedingungen besteht die Gefahr, dafi insbesondere labile monoklonale Antikorper ihre 
Struktur verandern, sogar denaturieren und damit ihre biologische Funktion verlieren. 

Da es ferner erforderlich ist, da/3 alle fur die Reinigung eingesetzten Gerate und Materialien, unter 
40 anderem die Chromatographiephasen, sterilisierbar sind, damit die MAX-haltigen Losungen steril und 
pyrogenfrei sind, wenn sie intravenos angewendet werden sollen, besteht die Gefahr. da/3 eine solche 
Stabilitat nicht gegeben ist, da Protein-A unter den erforderlichen Sterilisationsbedingungen selbst denatu- 
riert. 

In der EP-A 0 144 028 und der US-PS 4 746 183 sind ebenfalls chromatographische Methoden mit 
45 einem spezifisch modifizierten Kieselgel bzw. unter Verwendung von Hydroxylapatit sowie Protein A zur 
Reinigung von MAK beschrieben. Die hierbei erzielte Reinheit (etwa 90%, vgl. EP-A 0 144 028) reicht 
jedoch nicht aus, urn die Qualitatsanforderungen an MAK*s fur einen therapeutischen, insbesondere 
intravenosen Einsatz zu erfullen. Ferner ist das gewahlte Chromatographie-Material sehr empfindlich und 
teuer. 

so Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Reinigungsverfahren fur IgG- 
monoklonale Antikorper bereitzustellen, durch das zuverlassig und wirtschaftlich eine hochreine Antikorper- 
Losung erhalten wird. die insbesondere fur die intravenose Anwendung in der Immuntherapie geeignet ist. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafi dadurch gelost, dafi man drei Chromatographieschritte - Anion- 
austausch, Kationenaustausch und hydrophobe Phase - mit einem spezifischen Sterilisationsschritt unter 

55 den jeweils geeigneten Bedingungen kombiniert. Dabei wird - unter Einsatz billiger und leicht verfugbarer 
Materialien - eine Antikorper-Losung mit einer Reinheit von mindestens 99,5% gewonnen, die somit 
intravenos anwendbar ist. 
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Erfindungsgemafi wird bevorzugt zunachst mit einer Anionenaustauschchromatographie begonnen. der 
sich eine Sterilisation. Kationenaustauschchromatographie und nachlolgend eine Reinigung an e.ner hydro- 
phoben Phase anschlieflt. 

Gegebenenfalls kann es jedoch auch von Vorteil sein, die Reinigung zunachst an einem Kationenaus- 
5 tauscher zu beginnen, anschliefiend die Sterilisation, gefolgt von der Reinigung am Anionenaustauscher und 
hydrophober Phase, durchzufuhren. Dabei werden dann die jeweiligen. nachfolgend beschr.ebenen Bedin- 
gungen gewShlt. 

. UnabhSngig hiervon wurde uberraschenderweise gefunden, da/3 durch die Kombination der genannten 
Verfahrensschritte eine Virusinaktivierung erfolgt, wie sie bisher bei keinem bekannten Verfahren auf der 
jo Basis eines Chromatographie-Schrittes erhalten werden konnte. 

Erfindungsgemafi werden IgG-MAK, bevorzugt deren Subklassen IgG,. lgG 2 . lgG 3 und lgG 4 , gereinigt, 
wobei diese bevorzugt humanen oder tierischen, insbesondere murinen Oder humanmurinen Ursprungs sein 

konnen. t . 

Als Antikorper-haltige Losung kann dabei die beschriebene Ascitesflussigkeit eingesetzt werden. 
Vorteilhafterweise verwendet man jedoch serumfreie, zellfreie oder definierte Medien aus der Kultivie- 
rung von Hybridomzellen oder von Ebstein-Barre-Virus-Zellen (EBV-Zellen). 

Die daraus gewonnenen MAK-haltigen Losungen enthalten als Verunreinigung noch Zellproteme und 
DNA der Hybridome sowie den Medien zugesetzte Wachstumsfaktoren, wie z.B. humanes Transferrin und 
lipidkomplexierende Proteine, wie z.B. Albumin. Die Losungen konnen ferner mit Viren kontam.n.ert sein 
und enthalten noch die fur ein Zellwachstum notwendigen Substanzen wie Salze, Aminosauren. Vitamine 

Erfindungsgemafi wird die Ausgangsldsung drei Chromatographie-Schritten unterworfen, nachdem die 
niedermolekularen Substanzen durch Diafiltration an einer Membran mit einer Ausschlufigrenze von 5-50 
000 Dalton entfernt wurden, wobei gegen das 5- bis 10-fache Volumen ausgetauscht wurde. Im AnschluB 
erfolgt vorzugsweise zuerst eine Anionenaustauschchromatographie. Die eingesetzte Pufferlosung - vor- 
zugsweise 5 bis 50 mmol/l Trishydroxymethylaminomethan. 0 bis 100 mmol/l Kochsalz, pH 6-8 - ist so 
gewShlt, dafi der monoklonale Antikorper an den Anionenaustauscher bindet. 

Als Anionenaustauscher kdnnen kommerziell erhaltliche Chromatographie-Phasen, insbesondere Q- 
Sephrose, QMA-Accell. DEAE-Trisacryl, DEAE-Spherosil, Q-Spherodex und DEAE-Fraktogel e.ngesetzt 
30 werden Bevorzugt wird Q-Sepharose und insbesondere QMA-Accell eingesetzt. 

Die mit dem monoklonalen IgG-Antikorper beladene AnionenaustauschersSule wird nachfolgend so 
lange mit dem Puffer gespult, bis das UV-Signal den Ausgangswert wieder erreicht hat. Dabei werden alle 
basischen Proteine abgetrennt. Die Elution des monoklonalen IgG-Antikorpers erfolgt anschl.essend m.t 
einem geeigneten Puffer, insbesondere der Zusammensetzung 5-50 mmol/l Trishydroxymethylam.nome- 
35 than, 100-300 mmol/l Kochsalz, bei pH 6,0 bis 8,0. 

Die vorgereinigte monoklonale IgG-Fraktion wird anschliessend mittels Diafiltration oder Gelf.ltrat.on auf 
eine Salzkonzentration von 5 bis 50 mmol/l Natriumacetat, 0-100 mmol Natriumchlorid und e.nen pH-Wert 
von 6,0 bis 8.0 umgepuffert. Die Proteinkonzentration betragt 0.5 bis 2%. Dabei werden hierfur wiederum 
ubliche Membranen oder Gele verwendet. 

Da das Ausgangsmaterial je nach Herkunft der Hybridomlinie mit humanpathogenen V.ren kontamcn.ert 
sein kann erfolgt nach diesem ersten Chromatographieschritt nunmehr eine spezifische Sterilisation. 

Hierzu konnen Behandlungen, insbesondere mit fi-Propiolacton. TNBP (Tri-n-butylphosphat)/Tween, 
TNBP/Natriumcholat. TNBP. gegebenenfalls in Kombination mit UV-Bestrahlung angewendet werden. 

Dabei wird fi-Propiolacton bevorzugt in einer Menge von 0,02 bis 0,1% und TNBP in Mengen von 0.1 
bis 1% gegebenenfalls in Kombination mit 0,1 bis 1% Natriumcholat, eingesetzt und die Losung be. 
Raumtemperatur etwa 8 bis 20 Stunden lang. wahlweise mit UV-Bestrahlung unter ublichen Bed.ngungen. 

Insbesondere bevorzugt erfolgt die Virusinaktivierung mit 0.1 bis 1% TNBP und 0.5 bis 2% Tween 80 
bei 5-C bis 40 -C, insbesondere bei 20 -C bis 30- C. uber 8 bis 20 Stunden. Danach wird die Losung auf 
0 05 bis 1% Protein verdunnt und der pH-Wert auf 4.5 bis 7 eingestellt. Unter diesen Bedingungen bindet 
der monoklonale IgG-Antikorper im nachfolgenden Chromatographie-Schritt an einen Kat.onenaustauscher. 

Je nach Ausgangsmaterial kann es von Vorteil sein. den Kationenaustauschschritt zuerst - also vor der 
Sterilisation - durchzufuhren. wobei dann die hierfur angegebenen Bedingungen gewahlt werden und 
anschliefiend die virusinaktivierte Losung so eingestellt wird. dafi der MAK an den dann e.ngesetzten 
55 Anionenaustauscher bindet. 

Als Kationenaustauscher finden kommerziell erhaltliche Chromatographie-Phasen. insbesondere b- 
Sepharose. CM-Accell. CM-Trisacryl. SP-Trisacryl, SP-Spherodex und SP-Fraktogel, vorzugswe.se S- 
Sepharose. und insbesondere CM-Accell Verwendung. 
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In diesem Schritt werden alle sauren Proteine und das bevorzugt als Virusinaktivierungsmittel eingesetz- 
te TNBP/Tween entfernt. 

Den gebundenen Antikorper eluiert man mit einem geeigneten Puffer, der vorzugsweise 10 bis 40 
mmol/l Natriumacetat und 50 bis 200 mmol/l Natriumchlorid bei pH 4,5 bis 9,0 enthalt. 

Wird in diesem Verfahrensschritt ein Anionenaustauscher eingesetzt, so wird das Sterilisationsagens 
dort entfernt. 

Der unter diesen Bedingungen eluierte monoklonale Antikorper wird mittels Diafiltration oder Gelfiltration 
auf eine Salzkonzentration von 50 bis 200 mmol/l Dikaliumhydrogenphosphat und einen pH-Wert von 5,0 
bis 8,0 umgepuffert. . 

Anschliefiend erfolgt eine Chromatographie an einer hydrophoben Phase. Vor diesem letzten Reini- 
gungsschritt im erfindungsgemaBen Verfahren stellt man die Salzkonzentration der Losung je nach 
verwendeter Chromatographie-Phase auf einen Wert von 1,1 bis 1.5 M/l mit festem Ammoniumsulfat em. 

Die Elution des an die hydrophobe Phase gebundenen monoklonalen IgG-Antikorpers erfolgt nach 
intensiver Spulung der Saule mit dem geeigneten Binde-Puffer durch einen Elutionspuffer, dessen 
Ammoniumsulfat-Konzentration bei 0,7 bis 1 ,1 M/l liegt, bei einem pH-Wert von 5 bis 8. 

Als hydrophobe Chromatographie-Phase konnen kommerziell erhaltliche Materialien wie Polypropyl-A, 
Polymethyl-A, Polyethyl-A, Alkyl-Sepharose und Butyl-Sepharose verwendet werden. Vorzugsweise findet 
Polypropyl-A Verwendung. Hierbei wird die Phase auf 1,3-1,4 M/l mit Ammoniumsulfat und der pH-Wert auf 
7 eingestellt. Als Elutionspuffer eignet sich 0,1 molare K 2 HPO* -Losung mit 1,0 M/l (NhUhSO*. 

Mit diesem letzten Reinigungsschritt geiingt es, das im Kulturmedium enthaltene Transferrin und andere 
Proteinkontaminationen mit einem ahnlichen isoelektrischen Punkt wie der monoklonale Antikorper vollstan- 

dig abzutrennen. . . 

Die so erhaltene hochreine Antikorper-Fraktion wird mittels bekannter Methoden auf physiologisch 
vertragliche Bedingungen umgepuffert, sterilfiltriert und abgefullt. 

Alle Chromatographie-Schritte des erfindungsgemafien Verfahrens werden nach dem gleichen Schema 
durchgefuhrt Zunachst erfolgt die Bindung des Antikorpers, dann ein intensiver Waschschritt und anschlie- 
/tend eine Elution mit einem Stufengradienten. Dieses Verfahren hat gegenuber einer ublicherweise 
angewandten Elution mit einem linearen Gradienten den Vorteil, dafi die Kapazitat der jeweils eingesetzten 
Chromatographie-Phase voll ausgenutzt werden kann. Dadurch wird es moglich, groDe Mengen von 
30 monoklonalen IgG-Antikorpern in kurzer Zeit wirtschaftlich zu reinigen. 

Je nach verwendeter Chromatographie-Phase konnen die chromatographischen Schritte als 
Normaldruck- oder Hochleistungsflussigkeitschromatographie ausgefuhrt werden. Aus Grunden der Effektivi- 
tat und Geschwindigkeit wird die HPLC-Methode bevorzugt. 

Die Wirksamkeit des erfindungsgemafien Verfahrens bezuglich Reinheit, DNA-Gehalt, Virusreduktion 
und biologischer Funktion wird anhand der folgenden Untersuchungen nachgewiesen: 

Mit analytischen chromatographischen Methoden (Ausschluflchromatographie, Affinitatschromatographie 
und lonenaustauschchromatographie) konnen keinerlei Verunreinigungen bei einem Produkt, hergestellt 
gemafi Beispiel 1 , nachgewiesen werden. 

In der SDS-Elektrophorese finden sich zwei Banden, die der leichten und schweren Kette des IgG- 
MolekOls zuzuordnen sind. In der isoelektrischen Fokussierung sind mehrere Banden zu erkennen, die. wie 
durch Western Blotting gezeigt, auf die Mikroheterogenitat des Antikorpers zuruckzufuhren sind. 

Somit fuhrt das Verfahren unter Berucksichtigung der Nachweisgrenzen der unterschiedlichen analyti- 
schen Methoden zu einem Produkt mit einer Reinheit von mindestens 99,5%. 

Die Effektivitat des Reinigungsverfahrens bezuglich DNA-Entfernung wurde mit Hilfe radioaktiv-markier- 
45 ter DNA uberpruft. 

Der Reduktionsfaktor fur jeden einzelnen Chromatographieschritt ergibt sich aus dem Quot.enten von 
aufgegebener Menge markierter DNA zum DNA-Gehalt in der Antikorperfraktion. 

Die Gesamtabreicherung erhalt man durch Addition der Logarithmen der Einzelschritte. 
Die Ergebnisse dieser Uberprufung sind in Tabelle I zusammengefafit: 
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Tabelle I 
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Chromatographiephase 


Reduktionsfaktor 


Anionenaustauscher gemafl Beispiel 1 
Kationenaustauscher gema/3 Beispiel 1 
Hydrophobe Phase gemaB Beispiel 1 
Gesamtreduktion 


2,5 x 10 2 
6x 10° 
2,58 x 10 2 
3,5 x 10 s 



Wie hieraus ersichtlich ist, sind fur die effektive Reduktion des DNA-Gehaltes mindestens zwei 
unterschiedliche Chromatographie-Schritte notwendig. Mit dem erfindungsgema/Jen Verfahren wird jedoch 
ein DNA-Gehalt im Endprodukt erzielt, der unter den geforderten 10 pg/Dosis liegt, was der Gesamtreduk- 
tionsfaktor deutlich zeigt. 

Hinsichtlich der Virusabreicherung im erfindungsgemaBen Verfahren wurden Experimente mit Modellvi- 
ren fur jeden einzelnen Verfahrensschritt durchgefuhrt. 

Zur Untersuchung wurden vier verschiedene Testviren eingesetzt, die als Modell fur Lipid-, Protein-, 
DNA- und RNA-Viren dienen. 

Dabei wurde ein muriner IgG-monoklonaler Antikorper nach dem erfindungsgemaflen Verfahren wie in 
Beispiel 1 gereinigt. 

Ein Verfahren zur Herstellung eines monoklonalen IgG-Antikorpers zur therapeutischen Anwendung mu/3 
fur alle 4 Viren jeweils zu einer Reduktionsrate von mindestens 12 log-Stufen fuhren. 
Die Ergebnisse der geschilderten Versuche sind in Tabelle II dargestellt: 
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Schritt 


Parainfluenza 
Typ 3 


Reovirus Typ 3 


Sindbis-Virus 
SV 40 


Maus-Leukamie 
Virus(MuLV-Mov~ 
3) 


Anionenaustauscher 
Sterilisation (TNBP/Tween) 
Kationenaustauscher 
Hydrophobe Chomatographiephase 
Gesamtreduktion 


> 7,9 x 10 4 

> 9,0 x 10 3 

> 7,1 x 10 4 

> 8,7 x 10 3 

> 4,4 x 10 17 


3,7 

1.2 x 10 1 
3,7 x 10 5 

4.3 x10 5 
7,1 x TO 12 


1,9 x 10 2 

3.5 x 10 2 
4,8 x 10 4 
8,2 x 10 2 

2.6 x 10 12 


2,6 x 10 s 
>5,7 x 10 5 
2,3 x 10 s 
5,6 x 10* 
>1,9x10 22 



Man erkennt aus Tabelle II deutlich, daJ3 die geforderte Reduktionsrate mit dem erfindungsgemaCen 
Verfahren erreicht wird, d.h. datf drei Chromatographieschritte dafur notwendig sind, da mit einem einzigen 
Schritt, wie bisher in der Literatur beschrieben, die geforderte Abreicherung nicht erfolgt. 

Die Kombination von Verfahrensschritten gemafi vorliegender Erfindung fuhrt somit zu einem monoklo- 
nalen IgG-Produkt. das alien Anforderungen fur eine intravenose Applikation gerecht wird und dessen 
biologische Aktivitat voll erhalten ist. 

Das Produkt weist eine Reinheit von mindestens 99,5% auf und kann intravenos in der Immuntherapie, 
z.B. bei Abstofiungsreaktionen bei der Transplantation, bei der Rhesus-Prophylaxe Oder viralen Erkrankun- 
gen (z.B. gegen CMV, Hepatitis) eingesetzt werden. 

Ferner kann das Produkt auch in der Immundiagnostik in ublicher Weise eingesetzt werden. 

Die im Verfahren eingesetzten Chromatographie-Materialien sind billig, leicht verfugbar und konnen 
optimal ausgelastet werden. Dadurch ist es moglich, kostengOnstig und wirtschaftlich hochreine IgG-MAK's 
in grofien Mengen herzustellen, wobei uberraschenderweise eine weitestgehende Virusinaktivierung erfolgt. 

Die Erfindung wird durch nachstehende Beispiele erla uteri. 
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Beispiel 1 

Eine murine Hybridomzell-Linie, die einen monoklonalen IgG^ -Antikorper gegen den humanen 
lnterleukin-2-Rezeptor produziert. wurde in serumarmem Medium kultiviert. 518 I des zellfreien Kulturuber- 
standes wurden gegen 0,022 W\ Trishydroxymethylaminomethan (Tris), pH 7,5, diafiltriert und auf ein 
Volumen von 31 I ankonzentriert. Der IgG-Gehalt in dieser Losung betrug 1,75 mg/ml. 
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Der erste chromatographische Schritt erfolgt an einer Saule, die mit 5 ! Q-Sepharose fast flow gefullt 
und mit 0,022 M/l Tris, pH 7,5, aquilibriert ist. 

Die umgepufferte Losung wird auf die Saule aufgegeben, wobei unter diesen Bedingungen der 
Antikorper an den Anionenaustauscher gebunden wird. Man spult nun mit 50 I des gleichen Puffers nach 
und eluiert anschlie/tend mit 0.022 M/l Tris, 0,15 M/l NaCI, pH 7,5, den Antikorper. 

Die restlichen Proteine eluieren mit 0,022 M/l Tris, 0,6 M/l NaCI, pH 7,5. 

Die gesammelte Fraktion, die den monoklonalen Antikorper enthalt, wird gegen 0,020 M/l Natriumace- 
tat, pH 7,0, diafiltriert, auf eine Proteinkonzentration von 10 mg/ml ankonzentriert und uber ein 0,2 u Filter 
sterilfiltriert. 

4,46 I der so behandelten Losung werden bei 25 s C mit TNBP auf eine Konzentration von 0,3% und mit 
Tween 80 auf 1% eingestellt und 16 h geruhrt. 

Mit 17,5 I 0,022 M/l Natriumacetat-Losung, pH 7,0, wird auf eine IgG-Konzentration von 2 mg/ml 
verdunnt und der pH-Wert mit 0,1 M Essigsaure auf pH 5,5 eingestellt. 

Diese Losung wird an einer Saule, gefullt mit 5 I S-Sepharose fast flow and aquilibriert mit 0,022 M/I 
Natriumacetat, pH 5,5, chromatographiert, wobei unter diesen Bedingungen der Antikorper an die 
Chromatographie-Phase gebunden wird. Zur Entfernung der Sterilisationsmittel und sauren Proteine wird mit 
50 I Puffer nachgespult. Die Antikorper-haltige Fraktion erhalt man durch Elution mit einem Puffer, der 
0,022 M/l Natriumacetat, 0,075 M/l NaCI, pH 8,5, enthalt. 

Nach Korrektur des pH-Wertes auf 7,0 wird erneut diafiltriert mit 0,1 M/l K 2 HP0 4 , pH 7,0, als 
Substitutionslosung und sterilfiltriert. 

Vor der Durchfuhrung des dritten Chromatographieschrittes an Polypropyl-A fugt man soviel testes 
(NHO2SO4 zu, bis eine Endkonzentration von 1,3 M/l erreicht ist. Es folgt eine pH-Korrektur auf 7,0 und 
eine Sterilfiltration. 

An einer HPLC-Saule, gefullt mit 400 ml Polypropyl-A und aquilibriert mit 0,1 M/l K2HPO4, 1,3 M/l 
(NH4) 2 S04, pH 7,0, wird die Losung in Portionen zu 3,4 I chromatographiert. 

Zur Abtrennung von verunreinigenden Proteinen, speziell von Transferrin, spult man mit 4 I Puffer nach, 
bis das UV-Signal Basislinie erreicht hat. Die Elution erfolgt mit einem Puffer, der aus 0,1 M/l K 2 HP04/0,1 
M/l (NhUhSCU, pH 7,0, besteht. 

Die gesammelten Antikorper-Fraktionen werden gegen 0,45% NaCI diafiltriert, mit festem Glycin auf 
0,15 M/l Glycin eingestellt, die Antikorperkonzentration auf 1,1 mg/ml eingestellt und sterilfiltriert. 

Die Losung des monoklonalen IgG-Antikorpers hat folgende Eigenschaften: 



Ausbeute (%) 


74,6 


IgG (mg/ml) 


1,3 


Protein (mg/ml) 


1,26 


Pyrogentest 


o.B. 


Sterilitat 


o:b. 


SDS-Gel (%) 


>98 


anomale Toxizitat 


o.B. 


HPSEC (%) 


100 


DNA (pg/ml) 


0,88 


biologische Aktivitat (50% Hemmung von Con A-Blasten) 


1,25 


Mykoplasmen 


neg. 


Lipide 


neg. 



Beispiel 2 

1,64 I eines zellfreien Kulturuberstandes, der einen monoklonalen lgG-1 -Antikorper gegen humanes 
lnterleukin-6, produziert von einer murinen Hybridomlinie, enthalt, wurden gegen 0.020 M/l Trishydroxyme- 
thylaminomethan (Tris) und 0.05 M/l NaCI, pH 7.0. diafiltriert und auf 0,93 I ankonzentriert. Der IgG-Gehalt in 
dieser Losung betrug 2.35 mg/ml. 

Der erste chromatographische Schritt erfolgt an einer Stahlsaule. die mit 50 ml QMA-Accell Plus gefullt 
und mit 0.020 M/l Tris. 0.050 M/l NaCI. pH 7.0, aquilibriert ist. 

Die umgepufferte Losung wird auf die Saule aufgegeben, wobei unter diesen Bedingungen der 
Antikorper an den Anionenaustauscher gebunden wird. Man spult nun mit 500 ml des gleichen Puffers nach 
und eluiert anschliefiend mit 0,020 M/l Tris, 0.25 M/l NaCI, pH 7,0. den Antikorper. 
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Die restlichen Proteine eluieren mit 0,020 M/l Tris, 0.6 M/l NaCI, pH 7.0. 

Die gesammelte Fraktion, die den monoklonalen Antikorper enthalt, wird gegen 0.020 M/l Natriumace- 
tat. 0,050 M/l NaCI. pH 7,0. diafiltriert. auf eine Proteinkonzentration von 10 mg/ml ankonzentriert und uber 
ein 0.2 u-Filter sterilf iltriert. 

195 ml der so behandelten Losung werden bei 25 *C mit TNBP auf eine Konzentration von 0.3% und 
mit Tween 80 auf 1% eingestellt und 16 h geruhrt. 

Mit 780 ml 0.020 M/l Natriumacetat, 0,050 M/l NaCI, pH 7,0. wird auf eine IgG-Konzentration von 2 
mg/ml verdunnt und der pH-Wert mit 0,1 M Essigsaure auf pH 5,0 eingestellt. 

Diese Losung wird an einer Stahlsaule, gefullt mit 50 ml CM-Accell Plus und aquilibriert mit 0.020 M/l 
Natriumacetat, 0,050 M/l NaCI, pH 5,0, chromatographiert, wobei unter diesen Bedingungen der Antikorper 
an die Chromatographie-Phase gebunden wird. Zur Entfernung der Sterilisationsmittel und sauren Proteine 
wird mit 500 ml Puffer nachgespult. Die Antikorper-haltige Fraktion erhalt man durch Elution mit einem 
Puffer, der 0,020 M/l Natriumacetat, 0,150 M/l NaCI, pH 8,0, enthalt. 

Nach Korrektur des pH-Wertes auf 7,0 wird erneut diafiltriert mit 0,1 M/l K 2 HP0 4 , pH 7,0, ais 
Substitutionslosung und sterilf iltriert. m 

Vor der Durchfuhrung des dritten Chromatographieschrittes an Polypropyl-A fugt man soviel testes 
(NH 4 ) 2 S0 4 zu, bis eine Endkonzentration von 1,4 M/l erreicht ist. Es folgt eine pH-Korrektur auf 7,0 und 
eine Sterilfiltration. 

An einer HPLC-Saule. gefullt mit 50 ml Polypropyl-A und aquilibriert mit 0,1 M/l K2HPO4. 1.4 M/l (NH 4 )- 
2 S0 4 , pH 7,0, wird die Losung in Portionen zu 480 ml chromatographiert. 

Zur Abtrennung von verunreinigenden Proteinen, speziell von Transferrin, spult man mit 400 ml Puffer 
nach, bis das UV-Signal Basislinie erreicht hat. Die Elution erfolgt mit einem Puffer, der aus 0,1 M/l 
K2HPO4/I.O M/l (NH 4 ) 2 S0 4 , pH 7.0, besteht. 

Die gesammelten Antikorper-Fraktionen werden gegen 0,45% NaCI diafiltriert, mit festem Glycm auf 
0,15 M/l Glycin eingestellt, die Antikorperkonzentration auf 1,1 mg/ml eingestellt und sterilf iltriert. 

Die Losung des monoklonalen IgG-Antikbrpers hat foigende Eigenschaften: 
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Ausbeute (%) 


68 


IgG (mg/ml) 


1.2 


Protein (mg/ml) 


1,22 


Pyrogentest 


o.B. 


Sterilitat 


o.B. 


SDS-Gel (%) 


> 98 


anomale Toxizitat 


o.B. ! 


HPSEC (%) 


100 


Lipide 


neg. 
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Verfahren zur Reinigung von IgG-monoklonalen Antikorpern. dadurch gekennzeichnet, dafl man eine 
diafiltrierte antikorperhaltige Ausgangslosung einer Chromatographie an einem Anionenaustauscher, 
einem Kationenaustauscher und einer hydrophoben Phase unterwirft, wobei die monoklonalen Antikor- 
per an die jeweilige Chromatographie-Phase gebunden werden, selbige anschlieflend gewaschen und 
mit einem Stufengradienten eluiert werden, und die monoklonalen Antikorper zusatzlich einem spezifi- 
schen Sterilisationsschritt unterzieht. 

Verfahren gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dafl man die Ausgangslosung zuerst an einem 
Anionenaustauscher chromatographiert. dann einer Sterilisation unterzieht. nachfolgend an einem Katio- 
nenaustauscher und anschliefiend an einer hydrophoben Phase chromatographiert. 

Verfahren gemaB Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dafl man die Ausgangslosung zuerst an einem 
Kationenaustauscher chromatographiert. dann einer Sterilisation unterzieht. nachfolgend an einem 
Anionenaustauscher und anschliefiend an einer hydrophoben Phase chromatographiert. 

Verfahren gema/S einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, dafl man als Ausgang eine 
IgGi. lgG 2 . lgG 3 Oder lgG4-haltige Losung verwendet, wobei das IgG humanen oder tierischen 
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Ursprungs sein kann. 

5. Verfahren gemafl einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, da/3 man als Ausgangslosung 
zellfreie Kulturuberstande aus der Kultivierung von Hybridomzellen Oder von EBV-Zellen verwendet. 

6. Verfahren gema/3 einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, da/3 man als Anionenaustau- 
scher Q-Sepharose, QMA-Accell, DEAE-Trisacryl, DEAE-Spherosil, Q-Spherodex Oder DEAE-Fraktogel, 
als Kationenaustauscher S-Sepharose, CM-Accell, CM-Trisacryl, SP-Triacryl, SP-Spherodex Oder SP- 
Fractogel und als hydrophobe Phase Polypropyl-A, Polymethyl-A, Polyethyl-A, Alkyl-Sepharose oder 
Butyl-Sepharose verwendet. 

7. Verfahren gema/3 Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, da/3 man QMA-Accell, CM-Accell und 
Polypropyl-A als die jeweiligen Chromatographiematerialien verwendet 

8. Verfahren gerna/J einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, da/3 man den monoklonalen 
Antikorper zunachst an die jeweilige Chromatographie-Phase bindet, selbige dann wascht und nachfol- 
gend mit einem Stufengradienten eluiert. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da/3 man die Chromatographie am Anionenaus- 
tauscher bei pH 6 bis 8, am Kationenaustauscher bei pH 4,5 bis 7 und an der hydrophoben Phase bei 
pH 5 bis 8 beginnt und bei pH 6 bis 8, 4,5 bis 9 bzw. 5 bis 8 eluiert. 

10. Verfahren gemafl einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, da/3 man die chromatographi- 
schen Schritte jeweils als Hochleistungsflussigkeitschromatographie durchfuhrt. 

11. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Sterilisation mittels 
Tri-n-butylphosphat, Tri-n-butylphosphat/Tween, Tri-n-butylphosphat/Natriumcholat oder 0-Propiolacton, 
gegebenenfalls in Kombination mit UV-Bestrahlung, erfolgt. 

12. Verfahren gemaJ3 Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, da0 die Sterilisation mit 0,01 bis 1% Tri-n- 
butylphosphat/0,5 bis 2% Tween 80 bei 5* C bis 40* C, vorzugsweise 20 'C bis 30 * C, wahrend 8 bis 
20 Stunden erfolgt. 

13. Verwendung eines IgG-monoklonalen Antikorpers, hergestellt nach dem Verfahren gema/3 einem der 
Anspruche 1 bis 12, zur Herstellung eines Mittels fur die intravenose Anwendung in der Immuntherapie 
oder fur die Immundiagnostik. 



8 



J) 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



© Verbffentlichungsnummer: 0 530 447 A3 



© 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



0 Anmeldenummer: 92108912.4 
@ Anmeldetag: 27.05.92 



© int. CIA C07K 3/20, C12P 21/08, 

A61 K 39/395, G01 N 33/577 



© Prioritat: 08.06.91 DE 4118912 

© Veroffentlichungstag der Anmeldung: 
10.03.93 Patentblatt 93/10 

© Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH DE DK ES FR GB GR IT LI LU MC 
NL PT SE 

© Veroffentlichungstag des spater veroffentlichten 
Recherchenberichts: 18.08.93 Patentblatt 93/33 



© Anmelder: BIOTEST PHARMA GMBH 
Landsteiner Strasse 5 
D-63303 Dreieich(DE) 

© Erfinder: Kothe, Norbert, Dr. 
Friedrich-Ebert-Strasse 21 
W-6242 Kronberg 1(DE) 
Erfinder: Rudnick, Dieter, Dr. 
Freiherr-vom-Stein-Strasse 1 
W-6072 Dreieich(DE) 
Erfinder: Rohm, Detlef, Dr. 
Kettenwlesenstrasse 44 
W-6100 Darmstadt(DE) 
Erfinder: Bethke, Ulf, Dr. 
Gorlitzer Strasse 16 
W-6074 Rodermark(DE) 
Erfinder: Kloft, Michael, Dr. 
Greinstrasse 44 
W-6100 Darmstadt(DE) 



© Vertreter: Wolff, Hans Joachim, Dr.jur. 
Dipl.-Chem. et at 

BEIL, WOLFF & BEIL, Rechtsanwalte, 

Postfach 80 01 40 

D-65901 Frankfurt am Main (DE) 



© Verfahren zur Reinigung von IgG-monoklonalen Antikbrpern sowie deren Verwendung. 



© Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
zur Reinigung von IgG-monoklonalen Antikorpern 
durch Kombination dreier Chromatographie-Schritte, 
™ namlich an einem Anionenaustauscher, einem Katio- 
^ nenaustauscher und an einer hydrophoben Phase 
2 mit einem spezifischen Sterilisations-Schritt. Dabei 
~ wird eine Antikorper-Losung mit einer Reinheit von 
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